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RESUMEN: Recientemente, los grupos fitoplasmas 16SrI «Candidatus Phytoplasma asteris»,16SrII
«Candidatus Phytoplasma aurantifolia» y rickettsia se asociaron a síntomas del cogollo arrepollado
(BTS) del papayo en Cuba. El ADN de muestras de plantas de papayo positivas a fitoplasmas y
rickettsia se empleó para optimizar y evaluar un ensayo de PCR múltiple anidada. Se usaron los
iniciadores de PCR genéricos para fitoplamas R16mF2/R16mR1en la primera amplificación y en la
segunda amplificación una mezcla PBTF1/PBTR1 (específicos para rickettsia) y R16F2n/BPVNr/
p86r (específicos para los grupos de fitoplasmas 16SrI y 16SrII). El ensayo de diagnóstico por PCR
múltiple anidado permitió la detección simultánea de fitoplasmas y rickettsia en muestras de plantas
de papayo de condiciones de campo.
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NESTED PCR MULTIPLEX FOR THE DETECTION OF THE PHYTOPLASMAS AND
RICKETTSIA ASSOCIATED WITH BUNCHY TOP SYMPTOM (BTS) IN PAPAYO
ABSTRACT:  Recently, the phytoplasmas groups 16SrI ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ and
16SrII group ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ and rickettsia were associated with Bunchy Top
Symptoms (BTS) of papayo in Cuba. The ADN samples from papaya plants positive to phytoplasma
and rickettsia were used for evaluate and optimize nPCR multiplex. Generic primers for amplification
of phytoplasma R16mF2/R16mR1 were used in the first reaction. A mixture composed of PBTF1/
PBTR1and R16F2n/BPVNr/p86r for rickettsia and phytoplasma (16SrI and 16SrII groups)
amplifications were used in the second reaction. The diagnostic assay by the nPCR multiplex
permitted the simultaneous detection of phytoplasmas and rickettsias in samples of papaya plants
from the field.
(Key words: phytoplasma; rickettsia; papaya; nested PCR multiplex)
INTRODUCCIÓN
El papayo (Carica papaya Lin.) es un cultivo de im-
portancia económica en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (1). Es afectado por varias
enfermedades causadas por fitoplasmas que mues-
tran síntomas de mosaico y amarilleamiento con
arrugamiento asociados a los grupos 16SrI y 16SrII,
declinamiento al grupo16SrXII (2, 3, 4, 5) y rickettsia
asociada a PBT (6).
Estos patógenos presentan ADN de doble cadena
y hasta el momento no son cultivables in vitro (7), de
ahí que los métodos moleculares sean los más utiliza-
dos para su estudio en plantas hospedantes.
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En Cuba, se plantan aproximadamente 4 994 ha
del cultivo del papayo por año (8). Sin embargo, su
explotación comercial afronta numerosas dificultades
debido a la siembra extensiva del cultivar «Maradol
Roja» de elevada susceptibilidad a plagas de orígenes
virales, procarióticos y fúngicos (8), las cuales inciden
en la disminución de las producciones, con un rendi-
miento promedio de 20,29 t/ha (9).
En Cuba, rickettsia y fitoplasmas del grupo 16SrX se
asociaron con síntomas similares a la enfermedad de PBT
(10, 11). Asimismo, en la provincia Habana se identificaron
los grupos XVII «Candidatus Phytoplasma caricae» y 16SrII
«Ca. Phytoplasma aurantifolia» en plantas de papayo y
Empoasca papayae Oman (11). Recientemente, E.
papayae se informó como vector de fitoplasmas del grupo
16SrII (12) y fitoplasmas del grupo 16SrI y se detectaron
por primera vez en plantas de papayo (13).
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
emplea ampliamente para el diagnóstico y caracteri-
zación de estos fitopatógenos. La detección de am-
bos patógenos asociados a los síntomas de cogollo
arrepollado (BTS) se informó en previos estudios de
forma independiente (10,11). Por ello, el objetivo del
presente trabajo fue desarrollar un método de diagnós-
tico molecular que permita la detección simultánea de
fitoplasmas y rickettsia asociados al complejo BTS en
plantas de papayo.
MATERIALES Y MÉTODOS
En la Tabla 1 se resume los controles de los dife-
rentes patógenos utilizados según su procedencia y
las etapas en que se utilizaron para el establecimiento
del sistema de diagnóstico basado en PCR múltiple
anidada.
Se emplearon 152 extractos de ADN totales como
controles obtenidos a partir de plantas que presenta-
ron infección mixta de fitoplasmas y rickettsia por el
método de extracción (11) que se comprobaron previa-
mente por PCR anidada y digestión con endonucleasa
de restricción HaeIII (nPCR/HaeIII) para la detección
de fitoplasmas y PCR específico para rickettsia. Ade-
más, se utilizaron ADN totales de cinco controles de
cultivos puros de cada una de las especies de bacte-
rias, el fitoplasmas ToLL del grupo 16SrIII y virescencia
de la vicaria (Catharantus roseus (L.) G. Don) donados
por el laboratorio de biología molecular del CIIDIR-IPN
Unidad Sinaloa en México (Tabla 1).
Optimización de las condiciones de reacción
de la PCR múltiple anidada.
Se realizó una primera amplificación con los inicia-
dores R16mF2/R16mR1 según Arocha (11). En la se-
gunda reacción se utilizó una mezcla de los iniciado-
res PBTF1/PBTR1 (6), R16F2n (14) y BPVNr/p86r (15)
para la detección específica de rickettsia y los grupos
16SrII y 16SrI de fitoplasmas.
La mezcla se preparó a un volumen final de 25 µL
y contenía solución amortiguadora (Invitrogen, Bra-
sil) 1X; MgCl2 2,0 mM; dNTPs 0,2 mM; iniciadores a
0,5 µM cada uno; 2U de Taq Polimerasa (Invitrogen,
Brasil); y H2O desionizada estéril; se tomaron 50ng
ADN totales y 1 µL de la primera reacción para
fitoplasma).
TABLA 1. Controles positivos y negativos usados en el establecimiento del sistema diagnóstico por nPCR múltiple/ 
Positive and negative controls used in the establishment of diagnosis system by nPCR multiplex 
 
Patógenos Procedencia Cantidad Etapa evaluación 
Fitoplasmas y rickettsia Campos papayo 152 Estimación preliminar/ 
evaluación  
Erwinia carotovora, (Smith) Cultivos puros  5 Especificidad analítica  
Pseudomonas lini, (Delorme et al.) Cultivos puros 5 Especificidad analítica  
Pseudomonas syringae pv. tomato (Van Hall) Cultivos puros 5 Especificidad analítica  
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
(Pammel y Dowson) 
Cultivos puros 5 Especificidad analítica  
Streptomyces scabies, (Thaxter; Lambert y 
Loria) 
Cultivos puros 5 Especificidad analítica  
Bacillus thuringiensis (Berliner) Cultivos puros 5 Especificidad analítica  
ToLL Grupo 16SrIII  Campo  5 Especificidad analítica  
Virescencia Catharantus roseus (L.) G. 
Don)16SrXIII  
Campo  5 Especificidad analítica  
Plantas sanas papayo Casa aislamiento.  80 Evaluación ensayo 
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Se probaron diferentes combinaciones de concen-
traciones de iniciadores en la segunda amplificación
0,3 y 0,4 µM que se amplificaron en un termociclador
programable (Biometra® T Personal, Biometra Ltd.,
Staffordshire, Inglaterra, Reino Unido) con una
desnaturalización inicial 95°C por 4 minutos, seguido
de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto; temperaturas de
anillamiento de 50, 52, 55 y 57°C por 1 minuto; alinea-
miento a 72°C por 1 minuto y extensión final a 72°C
por 5 minutos.
Se determinaron los parámetros analíticos de la
técnica según Massart (16):
Estimación preliminar repetitividad: Se evaluó
la repetitividad en cuatro repeticiones con el uso de los
parámetros y condiciones optimizadas y dos réplicas
de cinco controles positivos para fitoplasma y rickettsia.
Determinación de la Especificidad Analítica: Se
evaluó la especificidad analítica frente a otras espe-
cies de bacterias y otros grupos de fitoplasmas (Tabla
1). Se realizaron dos repeticiones intraensayo y dos
interensayo.
Determinación de la Sensibilidad Analítica: Se
evaluaron controles de ADN plasmídico de fitoplasma
y rickettsia de concentración conocida: 100; 50; 25;
10; 5; 2,5; 1; 0,10; 0,01 y 0,001 pg/µL mezclado en
extractos de ADN de plantas sanas de papayo.
Además, un microlitro de producto de ADN de la
primera reacción de PCR para fitoplasmas se diluyó
con agua desionizada estéril en diluciones 1: 10, 1:
100, 1: 1000, 1: 10 000, 1: 20 000 y 1: 30 000. Para
rickettsia un microlitro de extracto de ADN totales de
la misma muestra control se diluyó con agua
desionizada estéril en diluciones 1: 10, 1: 100, 1: 1000,
1: 10 000, 1: 20 000 y 1: 30 000. Un microlitro de cada
dilución (fitoplasmas y rickettsia) se sometieron a PCR
múltiple anidada. Se realizaron tres ensayos y en es-
tos se evaluó tres réplicas de las muestras diluidas.
Evaluación y comparación de protocolos de PCR
Se emplearon controles positivos 152 plantas y 80
controles de plantas negativas a fitoplasmas y rickettsia
(Tabla 1). Se calcularon los parámetros de desempeño
de la técnica que se muestran a continuación según
Massart (16):
Sensibilidad Diagnóstico (D-SN)= Vp / (Vp + Fn)
Especificidad Diagnóstico (D-SP)= Vn / (Vn + Fp)
Eficacia (E)= Vp + Vn / Vp + Vn + Fp +Fn
Valor Predictivo Positividad (Vpp)= Vp / (Vp + Fp)
Valor Predictivo Negatividad (Vpn)= Vn / (Vn + Fn)
Donde: Vp=Verdaderos positivos, Vn=Verdaderos
negativos, Fn=Falsos negativos y Fp=Falsos positivos
Repetitividad intra-laboratorio PCR múltiple anida-
da: Se realizaron 10 repeticiones de 15 muestras de
controles positivos de fitoplasmas y rickettsia de plan-
tas de papayo para determinar la repetitividad del en-
sayo. Los datos por repetición se compararon y se
determinó la desviación estándar (DS) y el coeficiente
de variación (C.V) con el empleo del software InfoStat/
Profesional Versión 2.0.
Evaluación del sistema de diagnóstico molecular
con muestras de campo
Se muestreó un campo de papayo del cultivar
‘Maradol Roja’ en la región occidental (Finca La Ceiba,
San José, Mayabeque) con una alta prevalencia de
síntomas de amarillamiento con arrugamiento,
entrenudos cortos, clorosis en hojas de la corona y
manchas de aspecto aceitoso en el tallo de donde el
latex no fluía. Se colectaron  un total de 163 muestras.
De ellas se seleccionaron 49 con síntomas.  Dos gra-
mos de tejido se sometieron al procedimiento de ex-
tracción de ADN (16). Todas las muestras se analiza-
ron por nPCR/HaeIII (13) para fitoplasmas y PCR sim-
ple para rickettsia (6).
Las muestras se sometieron a PCR múltiple anida-
da con los parámetros y condiciones optimizados. Se
determinaron los parámetros de desempeño según
Massart (16):
Prevalencia= (Vp + Fn) /N
Razón de verosimilitud positiva
(LR o RVpositivo) = sensibilidad / (1- especificidad)
Razón de verosimilitud negativa
(LR o RVnegativo)= (1- sensibilidad) / especificidad
Para la interpretación de los valores de RV se empleó
la escala descrita por Capote (17).
Probabilidad post-test= Razón de probabilidad post-
test / (1 + Razón de probabilidad post-test);
Donde:
Razón de probabilidad Post-Test= razón de probabili-
dad pre-test x razón verosimilitud
Razón Probabilidad pre-test= prevalencia / (1-prevalencia)
Evaluación de la presencia de fitoplasmas y
rickettsia en diferentes cultivares
Se muestrearon campos de diferentes cultivares de
papayo ubicados en localidades de diferentes regiones
Finca La Ceiba, San José de las Lajas (Mayabeque),
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Velasco (Holguín) y Puerto Padre y Jesús Menéndez
(Las Tunas) por el método de bandera inglesa (18).
Se colectaron un total de 203 muestras de hojas
de plantas de papayo, 163 con síntomas de
amarilleamiento con arrugamiento, acortamiento de los
entrenudos, clorosis de hojas de la corona y presencia
de manchas con aspectos aceitosos en el tallo, ade-
más, 40 sin síntomas en campos de los cultivares
Maradol Roja, Tainung-1 y Nica III. Dos gramos de teji-
do se sometieron al procedimiento de extracción de
ADN (16) y a continuación se realizó una PCR múltiple
anidada de acuerdo a las condiciones que se
optimizaron en etapas anteriores.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Optimización de las condiciones de reacción de
la PCR múltiple anidada
Los resultados de la evaluación de las diferentes
combinaciones de concentraciones de iniciadores
mostraron que la mezcla óptima fue R16F2n (0,3µM),
p86r (0,4 µM), BPVNr (0,3µM) y PBTF1/R1 (0,4µM);
pues permitieron la amplificación de bandas definidas
y de muy buena intensidad para detectar ambos gru-
pos de fitoplasmas y rickettsia como se observa en
los carriles del 6 al 10 (Fig. 1).
Los resultados sugieren, que en una PCR múltiple
es necesario mayor concentración de iniciadores para
lograr mejor amplificación de los locis de ADN peque-
ños de 200-300 pb y a la vez el incremento de la
temperatura, aumenta la especificidad del ensayo.
La repetitividad preliminar del ensayo fue de 100%
de confiabilidad con los parámetros y condiciones an-
teriormente establecidas y la utilización de los contro-
les positivos a fitoplasmas y rickettsia.
No se amplificaron fragmentos de ADN en las mues-
tras utilizadas como controles negativos y positivos de
otras especies de bacterias y grupos de fitoplamas, lo
cual confirmó la especificidad analítica de la técnica
solo para detectar rickettsia y fitoplasmas de los gru-
pos 16SrI y 16SrII en muestras de papayo. Las condi-
ciones establecidas para la nPCR múltiple permitieron
detectar hasta 0,01pg del ADN plasmídico, lo cual de-
mostró que el ensayo es capaz de detectar bajas can-
tidades de ADN de fitoplasmas y rickettsia.
La nPCR múltiple presentó un límite de detección
para productos de PCR de la primera amplificación
de fitoplasmas de 1:1000, mientras para rickettsia se
amplificó el fragmento de PCR esperado en la dilu-
ción de 1: 10 000 de extractos crudos de ADN. Estos
resultados no coinciden con  Khan [19] que demos-
traron un alta sensibilidad analítica de la PCR anida-
da para detectar fitoplasmas en una dilución 1: 60
000 de los productos de PCR obtenidos en la primera
reacción de extractos crudos de ADN de plantas de
Santalum album (Lin).
Los resultados en el límite de detección pudieron
estar influenciados por la especie de hospedante, de-
bido a la presencia de inhibidores de la PCR y bajas
concentraciones de los patógenos en la planta, lo cual
dificulta el diagnóstico. Además, la distribución irregu-
lar de los fitoplasmas en el floema de las plantas infec-
FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% que muestra la evaluación de las concentraciones de iniciadores a 0,4
µM en los locis pequeños para rickettsia 705 bp y fitoplasmas grupo 16SrI. Carriles 1-5: Muestras ADN plantas por
amplificación con iniciadores R16F2n (0,3µM), p86r (0,3 µM), BPVNr (0,3µM) y PBTF1/R1 (0,4µM); y carriles 6-10: muestras
ADN plantas por amplificación con iniciadores R16F2n (0,3µM), p86r (0,4 µM), BPVNr (0,3µM) y PBTF1/R1 (0,4µM). Carril
11: Control negativo. Carril M: 1 Kb plus DNA Ladder, (Invitrogen Life Technologies, EE.UU)./ Electrophoresis on 1,5 %
agarose gel showing the evaluation of the primer concentrations at 0,4 µM in the small loci for rickettsia of 705 bp and
phytoplasmas 16SrI group. Lane 1-5: ADN samples for amplification with R16F2n (0,3µM), p86r (0,3 µM), BPVNr
(0,3µM) y PBTF1/R1 (0,4µM) primers; and lanes 6-10: ADN samples for amplification with R16F2n (0,3µM), p86r (0,4
µM), BPVNr (0,3µM) y PBTF1/R1 (0,4µM) primers. Lane M: 1 Kb plus DNA Ladder, (Invitrogen Life Technologies, USA).
 
 M   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  
1000pb 
650pb 
310pb 
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tadas, su baja concentración y variaciones en las can-
tidades de acuerdo a la temporada y órgano de la plan-
ta (20), son importantes obstáculos para un eficiente
diagnóstico (21). Por estas razones, los fitoplasmas;
amenazas para algunas especies de cultivo muy
importates, son de díficil diagnóstico.
Sin embargo, se demostró que la nPCR múltiple
puede ser empleada para la detección de fitoplasmas
y rickettsia con una alta sensibilidad, lo cual corrobora
lo referido por Bertaccini (7), acerca de que el desarro-
llo de herramientas basadas en la amplificación de ADN
como la PCR representó el mejor paso en la detec-
ción, identif icación y caracterización de estos
patógenos.
Evaluación y comparación de protocolos de PCR
En la Tabla 2 se observa el comportamiento de los
controles positivos y negativos de fitoplasmas y rickettsia
utilizados para la comparación entre las diferentes va-
riantes de PCR evaluadas, los cuales permitieron reali-
zar el cálculo de los parámetros de desempeño.
Los parámetros determinados demostraron la
factibilidad de todos los ensayos para la detección de
fitoplasmas y rickettsia en plantas de papayo (Tabla
3). La sensibilidad, la eficacia y el valor predictivo de
los negativos, en la detección de fitoplasmas mostra-
ron variaciones en su comportamiento con valores su-
periores al 92%, tanto para la PCR anidada como para
la PCR múltiple anidada.
Los valores alcanzados de sensibilidad (95,4%),
eficacia (97,0%) y valor predictivo negatividad (92,0%)
en el uso de PCR múltiple anidada, se correlacionaron
por la presencia de siete falsos negativos en la detec-
ción de fitoplasmas, posiblemente asociado a la distri-
bución irregular de fitoplasmas y en ocasiones de muy
baja concentración en el material vegetal que dificultan
el diagnóstico (20, 21).
Los resultados en la repetitividad intra-laboratorio
de la PCR múltiple anidada mostraron, que la detec-
ción de rickettsia no fue afectada. Sin embargo, para
fitoplasmas se obtuvo un coeficiente de variación de
3,29 (DE=3,22) para el grupo 16SrI y de 2,85 (DE=
0,81) para el grupo 16SrII.
Los resultados alcanzados permitieron demostrar
que la PCR múltiple anidada puede ser utilizada para
la detección de infecciones mixtas asociadas a
fitoplasmas y rickettsia en el complejo BTS con sensibi-
lidad, especificidad y eficacia similar y en algunos casos
igual a los sistemas de detección por PCR convencional
previamente informados para estos patógenos (6, 11).
Las ventajas del uso de la PCR múltiple anidada
para la detección de infecciones mixtas de virus y bac-
terias, con relación a otras variantes de PCR, está re-
ferida fundamentalmente a su mayor sensibilidad, es-
pecificidad, disminución de costos y riesgos de con-
taminaciones e incrementar la rapidez del diagnóstico
(16). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
otros autores que utilizaron el método de PCR múltiple
con iniciadores específicos para la detección de los
grupos 16SrI y 16SrII  en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) y papa (Solanum tuberosum L.) (15).
TABLA 2. Resultados de la evaluación de controles positivos y negativos para la detección de fitoplasmas y rickettsia/ 
Evaluation results of positive and negative controls for phytoplasma and rickettsia detection. 
 
  nPCR                   PCR simple nPCR múltiple  Controles 
Fitoplasmas Rickettsia Fitoplasmas Rickettsia 
  + -  + -  + -  + - 
Infectados 152 147 5 152 149 3 152 145 7 152 147 5 
Sanos 80 0 80 80 0 80 80 0 80 80 0 80 
 
 
TABLA 3. Comparación de los parámetros evaluativos entre PCR anidada para fitoplasmas y PCR simple para 
rickettsia con PCR múltiple anidada./ Comparison of the evaluative parameters among nPCR for phytoplasma and 
simple PCR for rickettsia with nPCR multiplex 
 
nPCR-PCR simple nPCR múltiple Parámetros Evaluativos  
Fitoplasma Rickettsia Fitoplasma Rickettsia 
Sensibilidad (S) 96,7% 98,0% 95,4% 96,7% 
Especificidad (SP)  100% 100% 100% 100% 
Eficacia (E)  97,8% 98,7% 97,0% 97,8% 
Valor Predictivo Positivo (VPP) 100% 100% 100% 100% 
Valor Predictivo Negativo (VPN) 94,1% 96,4% 92,0% 94,1% 
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Esta metodología es capaz de detectar ambos
patógenos e inclusive diferenciar la presencia de gru-
pos de fitoplasmas, lo cual puede constituir una herra-
mienta para el estudio de las infecciones mixtas y co-
nocer la distribución de los grupos 16SrI y 16SrII en
papayo, como etapa previa a estudios más complejos
como RFLP y secuenciación, similar a lo planteado
por Bertaccini (7).
Evaluación del sistema de diagnóstico molecular
con muestras de campo
En la evaluación de plantas de campo en 43 de 49
muestras con síntomas se detectaron  fitoplasmas y
en dos de 40 muestras sin síntomas. Mientras en 41
de 49 muestras con síntomas y en tres asintomáticas
se detectaron rickettsia.
Los resultados de la aplicación de la PCR múltiple
anidada confirmaron los obtenidos previamente en este
trabajo y también los informados por otros autores (22,
23), que plantearon que plantas asintomáticas de pa-
payo pueden comportarse como reservorios de
fitoplasmas y bajo determinadas condiciones del culti-
vo tardar en el desarrollo de los síntomas hasta 11
semanas después de ser infectadas.
El método de diagnóstico permitió confirmar una
prevalencia del 55% de la enfermedad en la población
de plantas analizadas, mientras que la habilidad del
método para la detección de los positivos (RVpositivo) fue
de 17,55 para fitoplasmas y 11,16 para rickettsia (Ta-
bla 4), esta última ligeramente inferior. Sin embargo
en ambos casos fue mayor a 10, valor que constituye
el límite indicativo de que un método de diagnóstico
confirma la presencia de los patógenos asociados a la
enfermedad en muestras colectadas en condiciones
de campo, según la escala de valores descrita por
Capote (17).
Por otra parte, la PCR múltiple demostró una habi-
lidad moderada  para la detección de rickettsia y
fitoplasmas en plantas sanas (RV negativo) con valores
inferiores a 0,2 según lo establecido por Capote (17).
La Figura 2 muestra el comportamiento de la pro-
babilidad de que los resultados obtenidos en el diag-
nóstico correspondan efectivamente con el estado sa-
nitario de la plantación (Probabilidad post-test) con re-
lación a diferentes valores de prevalencia de la enfer-
medad y RVpositivo y RVnegativo determinados para el en-
sayo de PCR múltiple anidada.
Se puede observar que a partir del 10% de preva-
lencia de la enfermedad en el campo se incrementó la
probabilidad de un diagnóstico efectivo de ambos
patógenos con el sistema de PCR múltiple anidada,
tanto para la detección de plantas sanas como infec-
tadas (Fig. 2).
Evaluación de la presencia de fitoplasmas y
rickettsia en diferentes cultivares
Los cultivares mostraron una alta prevalencia de
síntomas, lo cual se evidenció por los porcentajes de
infección de fitoplasmas detectados (Tabla 5), que es-
tuvieron entre 67-74% sin diferencias significativas en-
tre ellos. En el caso de rickettsia los porcentajes de
infección estuvieron entre 33 y 51%, siendo el cultivar
‘Tainung-1’, significativamente más afectado que
‘Maradol Roja’ y ‘Nica III’ (Tabla 5). Este constituye un
resultado importante pues ‘Tainung-1’ es de reciente
introducción en áreas de producción del país y, sin
embargo su comportamiento ante complejo BTS la hace
tan o más susceptible que ‘Maradol Roja’, cultivar de
mayor distribución y establecimiento en la producción.
Los resultados confirmaron que el método de diag-
nóstico puede ser empleado en programas de mejora-
miento para la evaluación de la susceptibilidad de
cultivares de papayo antes de ser introducidos y/o ex-
tendidos en la producción y para determinar  el com-
portamiento de genotipos silvestres o criollos que pue-
den ser utilizados como fuente de resistencia. Asimis-
mo, el método de PCR múltiple anidada puede ser uti-
lizado en la evaluación de materiales de propagación
de papayo tal como refirió Laviña (24) para otros culti-
vos de importancia económica.
De forma similar las herramientas moleculares ba-
sadas en PCR se implementaron en los programas de
mejoramiento genético en cocotero (Cocos nucifera
L.), manzana (Malus spp.) y caña de azúcar
(Saccharum spp.), en los cuales el uso del diagnósti-
co molecular permitió la eliminación temprana de plan-
tas infectadas con diferentes grupos de fitoplasmas en
plantaciones de producción y bancos germoplasmas
(18, 25, 26).
TABLA 4. Parámetros evaluativos de la nPCR múltiple 
con muestras de campo./ Evaluative parameters of the 
nPCR multiplex with field simples 
 
nPCR múltiple Parámetros 
evaluativos Fitoplasmas Rickettsia 
Prevalencia (P) 0,55 0,55 
Razón verosimilitud 
positiva (RV positivo) 
17,55 11,16 
Razón de verosimilitud 
negativa (RV negativo) 
0,13 0,18 
Probabilidad Post Test 
(Prob. post-test) 
0,96 0,93 
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